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(57) Verfahren zur Auftrenrxmg von an Anionentauscherge- 
len insbesondere DEAE-Gelen, adsorbierten Proteinen, 
die aus Huaanplasoa, aus berstanden von Zellkulturen 
durch Gradientenelution erhalten wurden, wobei das Gel 
nit den daran adsorbierten Proteinen in einer Chxpmato- 
araphiersaule" mit- RufferlSsungen von graduell sich 
ndernder Ionenstarke und etwa konstantem pH-tert oder 
von graduell sich ndemdan pH-Wert und etwa konstanter 
Ionenstarke gradientenluiert und das Eluat in Fraktio- 
nen. insbesondere in die Fraktion Transferrin, Faktor 
II, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X, Protein C und/oder 
Protein S, aufgetremt wird. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist in Verfahren zur Auftrennung von an Anionentauscherge- 
len, insbesond r DEAE-Gelen, adsorbierten Proteinen aus Humanplasma, aus Oberstanden der Human- 
plasma-Kryoproteine Oder aus Oberstanden von Zellkulturen durch Gradientenelution mit Pufferlosung n 
von graduell sich andemder lonenstark und etwa konstantem pH-Wert oder von gradueil sich andemdem 
s pH-Wert und etwa konstanter lonenstarke. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur DurchfQhrung dieses Verfahrens. 

Literaturbekannt ist dafi bei Zugabe von Gelen, die an ihrer Oberflache geladene Gruppen tragen, zu 
Blutplasma eine Vieizah! von Plasmaproteinen an das Gel adsorbiert werden. Welche Proteine an diese 
Gele gebunden werden, hangt ab 1. von der Art der funktionellen Gruppe am Gel, ob diese positiv oder 
70 negativ geladen ist und daher Anionen oder. Kationen anlagert sowie von der Dissoziationskonstante der 
geladenen Gruppe und 2. von den Bedingungen, bei denen das jeweilige Gel mit dem Blutplasma gemischt 
wird, wobei vor allem die lonenkonzentration, die Art der gelosten lonen und die Temperatur bedeutsam 
sind. 

Wenn dem Blutplasma Gele zugesetzt werden, die als funktionelle Gruppe eine anionenaustauschende 

is Wirkung haben wie z.B. Diathylaminoathyl-Gele (DEAE-Gel), werden bekannterweise Plasmaproteine an das 
Gel gebunden, die mit dem Sammelbegriff "Faktoren des Prothrombinkomplexes" bezeichnet werden. Das 
Protein-beladene Gel kann darauf einfach vom Restplasma abgeschleudert werden. Da die Bindungsfestig- 
keit der Plasmaproteine zu ionenaustauschenden Gelen mit steigender lonenkonzentration in der umgeben- 
den Losung abnimmt, konnen mit Losungen hoher lonenstarke die Proteine von dem Gel desorbiert 

20 werden. In den Patenten DE-PS 2 715 832, DDR-Patent 14a 297, DDR-Patent 141 262, Europ. Patent 
0041173 sind Verfahren beschrieben. mit denen die Faktoren des Prothrombinkomplexes aus dem Blutplas- 
ma an DEAE-Gele adsorbiert und gemeinsam, das heiBt ohne Auftrennung in einzelnen Komponenten des 
Prothrombinkomplexes, durch Waschen der Gele mit Losungen hoher lonenstarke desorbiert werden. 

Sowohl aus der angefuhrten Patentiiteratur als auch aus der wissenschaftlichen Uteratur ist bekannt. 

25 dafi in der Plasmafraktion "Prothrombinkomplex" verschiedene Proteine enthalten sind, wie z.B. die 
Blutgerinnungsfaktoren F II, F VII, F X. Weiters sind darin enthalten die Hemmkorper der Blutgerinnung 
Protein C und Protein S, sowie oft auch Transferrin. Die Komponenten des Prothrombinkomplexes haben 
unterschiedliche biologische Wirkungen; die Wirkung der Blutgerinnungsfaktoren ist sogar vollig gegensStz- 
iich zur Wirkung der Hemmkorper der Blutgerinnung. 

30 Aus der medizinischen Fachliteratur ist bekannt, daB es Gen-Defekt-Krankheiten gibt, bei denen die 
betroffenen Patienten eine Komponente des Prothrombinkomplexes nicht synthetisieren konnen und daher 
im Blutplasma dieser Patienten ein Mangel an dieser Komponente voriiegt Besteht Mangel an einem 
Gerinnungsfaktor, so leiden die betroffenen Patienten an Bluterkrankheit; z,B. bedeutet Mangel an Faktor IX 
Haemophilie B; besteht Mangel an einem der beiden Hemmkorper der Gerinnung, so leiden die betroffenen 

35 Patienten an Thromboembolien. Filr die Therapie dieser, im klinischen Krankheitsbild vollig gegensatziichen 
Leiden, namlich Bluterkrankheit und Thrombosekrankheit, wird derzeit ein und das selbe Plasmaderivat, 
namlich "Prothrombinkomplex", fOr die Substitution des Mangelzustandes verwendet Dies erscheint nicht 
sinnvoil, da bei Bluterkranken die gleichzeitige Verabreichung von Hemmkorpem der Blutgerinnung (neben 
den dem Patienten fehlenden Gerinnungsfaktor) die Blutungsneigung noch verstarken kann, bei Thrombose- 

40 kranken die gleichzeitige Verabreichung von Gerinnungsfaktoren (neben den dem Patienten fehlenden 
Hemmkorpem) das Thromboserisiko noch verstarken kann. Therapeutisch wesentlich sinnvoller ware es, 
die im Prothrombinkomplex enthaltenen Komponenten zu trennen, sodafi Patienten mit Mangel an einem 
der genannten Gerinnungsfaktoren mit einem Praparat behandert werden konnen, das nur den dem 
Patienten fehlenden Gerinnungsfaktor enthalt und frei von Hemmkorpem ist und Patienten mit Mangel an 

45 einem der beiden Hemmkorper mit einem Praparat behandelt werden konnen, das nur den fehlenden 
Hemmkorper und keine Gerinnnungsfaktoren enthalt. 

In der DE-OS 35 04 385 wird ein chromatographisches Verfahren zur Reinigung des Faktor VIII- 
Kompiexes von anderen Plasmaproteinen beschrieben, wobei der Faktor VIII-Korriplex an ein geladenes Gel 
adsorbiert und mittels Gradientenelution vom Gel eluiert wird. Zur Verwendung kommen sulfatgruppenhalti- 

so ge Harze. Das Ergebnis des Verfahrens ist die Gewinnung einer einzigen Fraktion aus dem Blutplasma. 

Wunschenswert ist dagegen die Auftrennung des Plasmaproteins in moglichst viele Einzelfraktionen. 
Auch gemaG der AT-PS 336 182 wird auf lonenaustauscherharz adsorbiertes Humanplasma selektiv 
eluiert, doch auch hier wird nur eine einzige Fraktion prapariert, die alle Gerinnungsfaktoren des Prothrom- 
binkomplexes gemeinsam enthalt. 

55 Dagegen ist aus der wissenschaftlichen Literatur ein Verfahren bekannt, mit dem die Komponenten des 
Prothrombinkomplexes weitgehend voneinander getrennt werden konnen (z.B. S.P. BAJAJ et al. Preparative 
Biochemistry. 13 (3), 191-214. 1983). Dieses Verfahren gent uber eine Reihe von Verfahrensschriften: 1. 
Sattigung des Plasmas mit Ammonsulfat bis 33 %. 2. Abschleudern der gefallten Proteine. 3. Anreicherung 
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d s Prazipitatub rstandos mit Ammonsulfat bis 66 oder 70 % Sattigung, 4. Abschl udern der gefallten 
Proteine, 5. Wiederauflosung dieser Proteine in saliner Losung, 6. Zugabe von Bariumsalz (BaCI Oder 
BaSOi), 7. Abschleudem der gefallten Proteine. 8. WiederauflSsung dieser Proteine in saliner Losung, 91 
Adsortotion der Proteine an eine DEAE-Gelsaule. 10. fraktionierte Desorbtion der Proteine mit Gradi nten lu- 
5 tion (Gradient ansteigender lonenstarke im Elutionspuffer), da nach dieser Gelchromatographi die einzel- 
n n Komponenten des Prothrombinkomplexes noch immer nicht vollstandig getrennt erhaften werden, wird 
schli Glich 11. ine praparative Acrylamid-Elektrophorese durchgefOhrt (die Reihenfolge der Schritte 1-8 
kann so geandert werden, daB die Barium-Fallung vor der Differentialfallung mit Ammoniumsulfat durchge- 
fuhrt wird). 

70 Das oben beschriebene Fraktionierungsverfahren ist ausschlieBIich geeignet, die Faktoren des Pro- 
thrombinkomplexes im LabormaBstab fur biochemische in vitro Versuche Oder fQr Immunisierungsversuche 
an Tieren zu praparieren. Verfahrensschritt Nr. 11 kann nach dem Stand der Technik nur mit geringen 
Mengen BweiB (unter 5.000 Plasmaeinheiten von z.B. Faktor IX) durchgefOhrt werden. Die Schritte 1-10 
sind dermaBen zeitaufwendig, daB sie nur unter dem Schutz von Proteaseinhibitoren (z.B. Benzamidin) 

75 durchgefOhrt werden konnen, urn den enzymatischen Abbau der Proteine wahrend des langwierigen 
Verfahrens zu mindem. Diese Proteaseinhibitoren sind aber bekanntermaBen von so hoher Toxizitat, daB 
die Anwendung von EiweiBprapartionen am Menschen, die unter z.B. Benzamidin-Schutz hergestellt 
wurden, nicht zu vertreten ist 

Daher besteht ein grofier Bedarf nach einem Verfahren, mit dem die Komponenten des Prothrombin- 

20 komplexes und auch Transferrin im groBtechnischen MaBstab ohne Verwendung von Proteaseinhibitoren 
soweit gereinigt werden konnen. daB der Reinigungsgrad der Komponenten mindestens gleich hoch ist. wie 
nach den beschriebenen kleintechnischen Verfahrensschritten 1-10, Die nach diesem Verfahren hergestell- 
ten Produkte sollen fur die Anwendung am' Menschen entsprechend der Europaischen Pharmakopoe 
geeignet sein. 

25 Ziel der Erfindung ist aber nicht nur die Trennung bzw. Reinigung der Komponenten des Prothrombin- 
komplexes, sondem allgemein die Trennung von Proteinen, die an lonentauschergelen adsorbierbar sind. 
Wie aus dem Humanplasma konnen auch aus Oberstanden von Zellkulturen wichtige Proteine mit 
lonentauschergelen entnommen werden, die erfindungsgemaB aufgetrennt werden sollen. 

Das neue Verfahren zur Auftrennung von an Anionentauschergelen, insbesondere DEAE-Gelen t adsor- 
30 bierten Proteinen aus Humanplasma, aus Oberstanden der Humanplasma-Kryoproteine oder aus Oberstan- 
den von Zellkulturen durch Gradientenelution mit Pufferlosungen von graduell sich erhohender lonenstarke 
und etwa konstantem pH-Wert wobei die lonenstarke der Pufferlosung im Bereich zwischen 100 bis 4O0 
mVal und 400 bis 4000 mVal kontinuierlich verandert und der pH-Wert der Losung auf einem Wert im 
Bereich von 5,0 und 8,0 etwa konstant gehalten wird oder von graduell sich verringerndem pH-Wert und 
35 etwa konstanter lonenstarke ist dadurch gekennzeichnet, daB bei einem Verfahren von graduell sich 
anderhdem pH-Wert und etwa konstanter lonenstarke der pH-Wert der Pufferlosung im Bereich zwischen 
9.0 und 3,0 kontinuierlich verandert und die lonenstarke auf einem Wert im Bereich von 100 bis 4000 mVal. 
vorzugsweise zwischen 100 und 400 mVal, etwa konstant gehalten wird, daB die durch Gradientenelution 
eluierte Losung in mindestens einer direkt an die Gelsaule angeschlossenen zweiten, unbeladenes Squili- 
40 briertes Gel enthaltenden Gel-Saule oder in einer unterhalb des m'rt Protein beladenen Gels in der 
Chromatographiersaule angeordneten Schicht aus unbeladenem, aquilibriertem Gel weiter gereinigt wird 
und daB das Eluat in Fraktionen, insbesondere in die Fraktion Transferrin, Faktor II, Faktor VII, Faktor IX, 
Faktor X, Protein C und/oder Protein S, aufgetrennt wird. 

Vorteilhaft ist es, wenn das Anionentauschergel mit den daran adsorbierten Proteinen vor der Gradiente- 
45 nelution mit einer Pufferlosung geringster lonenstarke oder hochsten pH-Wertes aquilibriert wird. 

Das Ende der Aquilibrierung bzw. die Einteilung in Fraktionen erfolgt dabei am besten durch Kontrolle 
der UV-Extinktion des Eluats. 

Zur Bnstellung des Eiutionsgradienten im Eluiermittel wird vorzugsweise entweder eine Pufferlosung 
der lonenstarke 100 - 400 mVal zunehmend mit einer Pufferlosung der lonenstarke 400 - 4000 mVal oder 
so eine Pufferlosung des pH-Wertes 6 bis 8 mit einer Pufferlosung des pH-Wertes 5 bis 7 versetzt 

In der Regel werden die Fraktionen durch immunologische Methoden unter Verwendung von fGr die 
nachzuweisenden Proteine spezifischen Antisera oder durch fur die nachzuweisenden Proteine spezifische 
funktionelle Methoden identifiziert und voneinander abgegrenzt. 

Vorzugsweise wird die Fraktion Protein C nach dem folgenden Testverfahren von gerinnungsfordemden 
55 Komponenten abgegrenzt 

Inkubation einer Probe des Eluates mit insolublem Thrombin, Entfernung des Thrombins durch Zentrifuga- 
tion. Mischen des Oberstands im Verhaltnis 1+1 mit Normalplasma, Bestimmung der aktivierten partiellen 
Thromboplastinzeit des Gemisches im Vergleich mit einem Kontrollansatz bestehend aus Normalplasma 
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und Puffer, wobei Verlangerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit gegenGber der Pufferkontrolle 
Anwesenheit von Protein C in d r Testprobe. VerkOrzung Anwes nh it von Gerinnungsfaktoren in der Probe 
anzeigt 

Im Folgenden wird das erfindungsgemafie Verfahren nun doch detaillierter am Beispiel der DEAE- 
5 Chromatographie eines Prothrombinkomplexes beschrieben. 

1. Adsorption von Plasmaproteinen an lonenaustauschende Gele. 

Zu Blutplasma oder einer Biutplasmafraktion (z.B.Biutplasma nach Entfemung der Kryoproteine). wird 
io trockenes oder in wasseriger Losung aufgequollenes lonenaustausch-Gel zugegeben. Das Gel wird mit der 
EiweiBlosung solange gerGhrt bis die gewGnschten Bweifikorper weitgehend an das Gel adsorbiert sind. 
Beispieisweise konnen auf diese Art Transferrin und Faktoren des Prothrombinkomplexes (F II.F VII.F DC F 
X, Protein C, Protein S) gemeinsam an DEAE-Gel adsorbiert werden. 

Dem Blutplasma, aus dem die Kryoproteine abzentrifugiert wurden, wird zu diesern Zweck bei einer 
is Temperatur von 0-20 *C (vorzugsweise 0*C) DEAE-Gei (vorzugsweise DEAE-Sephadex A50) in einer 
Menge von 0.2-10 Gramm pro Liter Plasma (vorzugsweise 0.5 Gramm pro Liter Plasma) zugegeben. Das 
Gel wird in der Plasmalosung durch RQhren wahrend 1/4-1 OStunden (vorzugsweise 4 Stunden) in Suspen- 
sion gehalten. AnschlieBend wird das Gel vom verbleibenden Restplasma getrennt dies kann durch 
Sedimentation des Gels im Schwerefeld der Erde oder durch Zentrifieren und nachfolgendes Abheben des 
20 Oberstehenden Restplasmas erfolgen. 

2. Gelchromatographische Trennung der an das Gel adsorbierten Proteine. 

Zur Durchfuhrung dieses Verfahrens dient eine Vorrichtung, die eine erste Chromatographiersaule 

25 (GS1) ( gegebenenfalls mit mindestens einer direkt daran in Serie angeschiossenen zweiten Chromatogra- 
phiersaule (GS2), ein erstes Pufferlosungsreservoir (PR1) in unabhangiger Verbindung mit der bzw. jeder 
der Saulen, ein zweites Pufferlosungsreservoir (PR2) mit einer Mischeinrichtung (PR3.M) in Verbindung mit 
der ersten Chromatographiersaule (GS1) t UV-Kontrollgerate (UV) am Ausgang der Saule(n), gesteuerte 
VentiI-(V)-und Pump-(P)-Bnrichtungen sowie Fraktionssammelbehaiter (FR) enthalt In der anliegenden 

30 Fig.1 ist diese Vorrichtung naher beschrieben. 

Die dargestellte Bnrichtung eriaubt die vorzugsweise durch Computer gesteuerte Fraktionierung der an 
das Gel adsorbierten Proteine. 

In Saule GS1 wird das proteinbeladene Gel eingefullt und die Saule verschlossen; in Saule GS2 wird 
unbeiadenes Gel eingefullt und die Saule ebenfalls verschlossen. Ober die Ventile V1 bzw. V3 wird Saule 

35 GS1 bzw. Saule GS2 mit Pufferlosung aus dem Pufferlosungsreservoir PR1 eiuiert Puffer 1 soil eine 
Losung sein, die hinsichtlich Salzkonzentration und pH-Wert so eingestellt ist daB die zu fraktionierenden 
Proteine am Gel adsorbiert bleiben, ungewunschte Proteine, welche geringe Affinitat zum Gel besitzen, vom 
Gel in Saule GS1 abgewaschen werden. Saule GS2 wird mit Puffer 1 aquilibriert FOr die Waschung bzw. 
Aquilibrierung von Saule GS1 bzw. GS2 kann ein Puffervolumen, das dem 3-fachen Volumen der SSulen 

40 entspricht. veranschlagt werden. Der Waschvorgang von Saule GS1 kann Ober die UV-Messanlage UV1 
kontrolliert werden. sobald alle Proteine die unter den Milieubedingungen von Puffer P1 keine Affinitat zum 
Gel besitzen, von der Saule GS1 abgewaschen sind, fallt die UV-Extinktion des Buates ab, wodurch Uber 
die Kontrolleinrichtung der Waschvorgang in beiden Saulen beendet werden kann. Die Kontrolleinrichtung 
stellt sofort die Ventile V1, V2, V3 so, daB die Saule GS1 ZufluB von Pufferreservoir PR2 bekommt der 

45 AbfluB in Saule GS2 geleitet wird, zugleich dec RQhrer in Pufferreservoir PR2 und die Pumpe, welche Puffer 
von Reservoir PR3 in Reservoir PR2 leitet eingeschaltet und Pumpe P2 ausgeschaltet werden. In 
Pufferreservoir PR2 befindet sich Puffer 1 , in Pufferreservoir PR3 befindet sich Puffer 2, welcher hinsichtlich 
der Salz- und H + lonen-Konzentration so beschaffen sein soli, daB alle gewunschten Plasmaproteine vom 
Gel desorbiert werden. Mittels der verbundenen Reservoire PR2 und PR3 wird ein Gradient gebiidet (zB 

so von geringer zu hoher lonenstarke), welcher in die Saulen GS1 und GS2 eingeleitet wird. Durch diesen 
Gradienten werden die verschiedenen BweiBarten, die am Gel in Saule GS1 haften, entsprechend den 
Unterschieden ihrer Affinitat zum Gel, getrennt eiuiert. In Saule GS2 werden die Proteine nochmals 
kurzfristig an das Gel, dessen funktionelle Gruppen weitgehend unbesetzt sind. angelagert und erst mit 
weiterem Anstieg des Gradienten desorbiert. Dies fuhrt zu einer wesentlichen Erhohung der Trennscharfe 

55 der Chromatographie. Im Unterschied zu dieser Verfahrensfuhrung kann auch so vorgegangen werden. daB 
das mit Protein beladene Gel in der Chromatographiersaule mit einer Schicht aus unbeladenem aquilibrier- 
ten Gel unterschichtet ist. 
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Sobald im Eiuat der Saule GS2 die UV-Extinktion ansteigt, wird das Buat Gber Ventil V4 dem 
Fraktionssammler zugel itet. Der Fraktionssammler kann die Fraktion n nach konstant m Volumen sam- 
meln Oder auch "Peak-gesteuert" (nach Extinktionsgipfeln) Fraktionen bilden.. 

2.1 Fraktionierung von Transferrin und Faktoren des Prothrombinkomplexes mitteis Chromatographie an 
DEAE-Gel. 

Saule GS1 wird mit dem proteinbeladenen DEAE-Gel gefullt. Saule GS2 wird mit dem gleichen 
Gelvolumen wie Saule GS1 mit DEAE-Gel (vorzugsweise DEAE-Sephadex A50) gefQIit. Dieses Gel soli in 
Puffer P1 aufgequoilen sein (vorzugsweise besteht Puffer P1 aus 0.02 M Phosphat, 0.01 M Zitrat, 0.15 M 
NaCI in HaO, pH 6.0 bei 20 *C mit NaOH eingestellt). Die Saulen werden getrennt mit Puffer P1 gewaschen 
(vorzugsweise 3 Liter Puffer pro Liter Saulenvolumen). AnschlieBend werden die Saulen in Serie geschaltet 
und die Gradienten-Elution wird begonnen, wobei Pufferreservoir PR2 mit Puffer P2 gofOlit wird (vorzugs- 
weise mit einem Volumen von 3 I Puffer pro 1 Gel in Saule GS1), Pufferreservoir PR3 mit Puffer P2 
(vorzugsweise gleiches Volumen, wie in Reservoir PR2) (vorzugsweise besteht Puffer P2 aus 0.02 M 
Phosphat 0.01 M Zitrat, 0.5 M Nad in H2O. pH 6.0 bei 20* C mit NaOH eingestellt). Sobald in der der 
Saule GS2 nachgeschalteten UV-Messanlage ein Anstieg der UV-Extinktion gemessen wird, werden 
Fraktionen gesammeit (vorzugsweise wird ein Eluat-Volumen von 1/2 Liter pro Fraktion gesammelt, wenn 
das gesamte Volumen in Reservoir PR2 und PR3 20 Liter betragt = 40 Fraktionen). Von jeder Fraktion wird 
eine Referenzprobe fur die Analyse gezogen. Diese Referenzproben werden auf den EiweiBgehatt den 
Gehalt an Faktoren H. VII, IX. X, sowie den Gehalt von Protein C und Protein S untersucht (vorzugsweise 
nach den spater angefuhrten Methoden). - 

Rg. 2 zeigt ein charakteristisches Chromatogramm, aus dem das Elutionsverhalten von Transferrin, 
sowie der Komponenten des Prothrombinkomplexes ersichtlich ist Wenn eine Eiweifikomponente in 
mehreren benachbarten Fraktionen eluiert wurde. wurden diese Fraktionen gepooit und nach bekannten 
Verfahren fur die Anwendung am Menschen "endverarbeitet" (Diaiyse. Hitzebehandlung zur Virusinaktivie- 
rung, "Butklyophitisation", Losen in Wasser und Einstellen des Salzgehaltes und des pH-Wertes, Sterilfittra- 
tion und AbfQIIung in Raschen, Lyophiiisation des Endproduktes). 

Die Reihenfolge der Elution kann bei verschiedenen Bedingungen von Ausgangsstoffen und Verfahrens- 
parametern gelegentiich variieren. Besonders gQnstig ist das Verfahren zur Isolierung von Protein C. 

Im Folgenden werden die Methoden fur die Bestimmung von Transferrin. Faktor II, VII, IX und X, Protein 
S und Protein C angegeben. 

Transferrin: 

Eiektroimmunodiffusions-Methode nach Laurel! unter Verwendung eines Antiserums spezifisch fur 
humanes Transferrin. 

Faktor II: 

Eiektroimmunodiffusionsmethode nach Laurel! unter Verwendung eines Antiserums spezifisch fUr huma- 
nen Faktor II. Funktioneiie Bestimmung mitteis der Thromboplastin-Zeit unter Verwendung eines Faktor II- 
Mangelplasmas. 

Faktor VII: 

Funktioneiie Bestimmungsmethode mitteis der Thromboplastinzeit unter Verwendung eines Faktor VII- 
Mangelplasmas. 

Faktor IX: 

Elektroimmunociiffusionsmethode nach Laurell unter Verwendung eines Antiserums spezifisch fur huma- 
nen Faktor IX. Funktioneiie Bestimmung mitteis der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit unter Verwen- 
dung eines Faktor IX-Mangelplasmas. 
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Faktor X: 

Funktionelle Bestimmung mittels der Thromboplastinzeit unter Verwendung eines Faktor X-Mangelplas- 
mas. 

6 

Protein C: 

Enzymimmunologischer Nachweis mittels Testkit der Rrma Boehringer Mannheim GmbH "EUSA 
Protein C". 

70 Funktionelle Bestimmung: A) Methode nach Th.Vukovich, Wiener Klinische Wochenschrift 
97,9.1935.445. 

B) Testkit der Behring Diagnostika. Diese Methode erwies sich fur die Qualitatskontroile des Produkts 
ais auBerordentiich gunstig. 

rs Protein S: 

Funktionelle Bestimmung mittels Bestimmung der Potenzierung der Hemmwirkung von Thrombin- 
Sepharose-aktiviertem Protein C auf die aktivierte partielle Thromboplastinzeit 

20 Indikation der mit dem Verfahren trennbaren Proteinfraktionen 

1. Fraktion Transferrin 

Anwendung bei angeborenem oder erworbenem Mangel an Transferrin; bei Eisenmangei-Anamie; bei 
bakteriellen Infektionskrankheiten; bei malignen Neoplasien. 
25 2. Fraktion Faktor II 

Anwendung bei angeobrenem oder erworbenem Mangel an Faktor II; Anwendung gemeinsamt mit 
Fibrinogen als "Fibrinkleb er" in der Wundbehandlung. 

3. Fraktion Faktor VII 

Anwendung bei angeborenem oder erworbenen Mange! an Faktor VII; Anwendung bei Hamophilie A; 
30 Anwendung bei Hamophilie B. 

4. Fraktion Faktor IX 

Anwendung bei angeborenem oder erworbenen Mangel an Faktor IX; Anwendung bei Hamophilie A. 

5. Fraktion Faktor X 

Anwendung bei angeborenem oder erworbenem Mangel an Faktor X; bei Hamophilie A; bei Hamophilie 
35 B. 

6. Fraktion Protein C 

Anwendung bei angeborenen oder erworbenem Mangel an Protein C; bei arteriellen Verschlufikrankhei- 
ten, bei venosen VerschluBkrankheiten; bei Thromboembolie; bei Intravasaler Disseminierter Gerinnung 
(Verbrauchskoagulopathie); zur Thromboseprophyiaxe; zur Prophyiaxe und Therapie der Markoumar- 
40 Nekrose; bei Atemnot-Syndrom (respiratory distress syndrom); bei Protein S-Mangel; bei Cytostatiker- 
Therapie. 

7. Fraktion Protein S 

Anwendung bei angeborenen oder erworbenem Mangel an Protein S; bei Mangel an Protein C; bei alien 
weiteren unter 6. angef uhrten Anwendungsgebieten. 
'45 8. Kombinierte Fraktion Protein C und Protein S 
Anwendung wie unter 6. angefuhrt. 

Charakteristische Zusammensetzung der mit dem erfindungsgemaBen Verfahren getrennten EiweiBfrak- 
tionen (Reinheitskriterien) 

1 . Fraktion Transferrin 

so Mehr als 90% des enthaltenen EiweiB ist Transferrin; keine Isoagglutinine Anti-A. Anti-B nachweisbar. 
Weniger als 10 Plasmaeinheiten Faktor II.VIUX.X. Protein C. und Protein S pro Gramm Transferrin. 

2. Fraktion Faktor VII 

Keine Isoagglutinine Anti-A f Anti-B nachweisbar. Weniger als 0.2 Plasmaeinheiten Faktor II, IX.X. Protein 
C. und Protein S pro Plasmaeinheit Faktor VII. 
55 3. Fraktion Protein S 

In einer Konzentration von 50 Plasmaeinheiten Protein S pro ml Losung: keine Agglutination mit 
Erythrozyten der Blutgruppe A oder B sichtbar nachzuweisen; weniger als 10 Plasmaeinheiten Faktor VII, 
II, IX X enthalten. mittels nicht aktivierter partieller Thromboplastinzeit keine aktivierten Gerinnungsfakto- 
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ren nachw isban nach Inkubation mit Thrombin-Sepharose (40 NIH-Bnh iten pro ml fur 2 Stunden bet 
37 • C) und Entfernung der Thrombinsepharose in einer Mischung mit Normalplasma (1 + 1 Teile) keine 
Verkurzung der aktiviert n partiellen Thromboptastinz it feststellbar. weniger als 10 mg BweiB enthalten. 

4. Fraktion Protein C 

In einer Konzentration von 50 Plasmaeinheiten Protein C pro ml Losung keine Agglutination mit 
Erythrozythen der Blutgruppe A Oder B sichtbar nachzuweisen; weniger als 10 Plasmaeinheiten Faktor II, 
VII, IX, X nachweisbar; nach Inkubation mit Thrombin-Sepharose (40 NIH-Enherten pro ml Gemtsch, 2 
Stunden bei 37 *C) und Entfernung der Thrombinsepharose in einer Mischung mit Normalplasma (1+1 
Teile) keine VerkQrzung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit, sondem Verlangerung dieser Zeit 
feststellbar. mittels nicht aktivierter partiellen Thromboplastinzeit keine aktivierten Gerinnungsfaktoren 
nachweisbar; weniger als 10 mg BweiB enthalten. 

5. Fraktion Faktor DC 

In einer Konzentration von 50 Plasmaeinheiten pro ml Losung FIX keine Agglutination mit Erythrozyten 
der Blutgruppe A Oder B sichtbar nachzuweisen; weniger aJs 10 Plasmaeinheiten Protein C und Protein S 
enthalten; mittels nicht aktivierter partieller Thromboplastinzeit keine aktivierten Faktoren nachweisbar 
(ohne Zugabe von Heparin und/oder Antithrombin III); weniger als 20 mg EiweiB enthalten. 

6. Fraktion Faktor II 

In einer Konzentration von 50 Plasmaeinheiten F I! pro ml Losung keine Agglutination mit Erythrozyten 
der Blutgruppe A oder B sichtbar nachzuweisen; weniger als 10 Plasmaeinheiten Protein C und Protein S 
20 enthalten. 

7. Fraktion Faktor X 

In einer Konzentration von 50 Plasmaeinheiten F X pro mi Losung keine Agglutination mit Erythrozyten 
der Blutgruppe A oder B; weniger als 10 Plasmaeinheiten Protein C und Protein S nachweisar mittels 
nicht aktivierter partieller Thromboplastinzeitkeine aktivierten Gerinnungsfaktoren nachweisbar (ohne 
25 Zugabe von Heparin und/oder Antithrombin III); weniger als 20 mg BweiB enthalten, 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Auftrennung von an Anionentauschergelen, insbesondere DEAE-Gelen. adsorbierten 
Proteinen aus Humanplasma, aus Oberstanden der Humanplasma-Kryoproteine oder aus Oberstanden 
von Zelikulturen durch Gradientenelution mit Pufferlosungen von graduell sich erhohender lonenstarke 
und etwa konstantem pH-Wert. wobei die lonenstarke der Pufferiosung im Bereich zwischen 100 bis 
400 mVal und 400 bis 4000 mVal kontinuierlich verandert und der pH-Wert der Losung auf einem Wert 
im Bereich von 5,0 und 8.0 etwa konstant gehalten wird oder von graduell sich verringerndem pH-Wert 
und etwa konstanter lonenstarke. dadurch gekennzeichnet, daB bei einem Verfahren von graduell 
sich anderndem pH-Wert und etwa konstanter lonenstarke der pH-Wert der Pufferiosung im Bereich 
zwischen 9,0 und 3,0 kontinuierlich verandert und die lonenstarke auf einem Wert im Bereich von 100 
bis 4000 mVal, vorzugsweise zwischen 100 und 400 mVal. etwa konstant gehaiten wird, daB die durch 
Gradientenelution eluierte Losung in mindestens einer direkt an die erste Gelsaule angeschlossenen 
zweiten, unbeladenes aquilibriertes Gel enthaltenden Gel-Saule oder in einer unterhalb des mit Protein 
beladenen Gels in der Chromatographiersaule angeordneten Schicht aus unbeladenem, aquilibriertem 
Gel weiter gereinigt wird und daB das Eluat in Fraktionen, insbesondere in die Fraktion Transferrin, 
■ Faktor II, Faktor VII. Faktor IK Faktor X, Protein C und/oder Protein S. aufgetrennt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB das Anionentauschergel mit den daran 
adsorbierten Proteinen vor der Gradientenelution mit einer Pufferiosung geringster lonenstarke oder 
hochsten pH-Wertes aquilibriert wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB zur Bnstellung des Elutionsgra- 
dienten im Eluiermittel eine Pufferiosung des pH-Wertes 6 bis 8 mit einer Pufferiosung des pH-Wertes 
5 bis 7 versetzt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB das Ende der Aquilibrie- 
rung bzw. die Einteilung in Fraktionen durch Kontrolle der UV-Extinktion des Eluats erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Fraktionen durch 
immunologische Methoden unter Verwendung von fur die nachzuweisenden Proteine spezifischen 
Antisera oder durch fur die nachzuweisenden Proteine spezifische funktionelle Methoden identifiziert 
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und voneinander angegrenzt werden. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet daB die Fraktion Protein C 
nach dem folgenden Testverfahren von gerinnungsfordemden Komponent n abgegrenzt wird: Inkuba- 

5 tion einer Probe des Eluates mit insolublem Thrombin, Entfernung des Thrombins durch Zentrifugation, 
Mischen des Oberstandes im Verhaltnis 1:1 mit Normalplasma, Bestimmung der aktivierten partiellen 
Thromboplastinzeft des Gemisches im Vergieich mit einem Kontrollansatz bestehend aus Normaiplas- 
ma und Puffer, wobei Verlangerung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit gegenGber der 
PufferkontroUe Anwesenheit von Protein C in der Testprobe, VerkGrzung Anwesenheit von Gerinnungs- 

io faktoren in der Probe anzeigt 

7. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zelchnet daB sie eine erste Chromatographiersaule (GS1) mit mindestens einer direkt daran in Serie 
angeschlossenen zweiten Chromatographiersaule (GS2), ein erstes Pufferiosungsreservoir (PR1) in 

75 beliebiger Verbindung mit der bzw. jeder der Saulen. ein zweites Pufferiosungsreservoir (PR2) mit einer 
Mischeinrichtung (PR3, M) in Verbindung mit der ersten Chromatographiersaule (GS1) t UV-Kontro!lge- 
rate (UV) am Ausgang der Saulen. gesteuerte Ventil(V)- und Pump-(P>-Bnrichtungen sowie Fraktions- 
sammelbehalter (FR) enthalt. 

20 Hiezu 2 Blatt Zeichnungen 
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